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論文内容要旨
研究目的
 アポトーシスは生体の正常な発生・発達過程や癌,神経変性疾患などの病変において重要な役
 割を果たしており,細胞内自殺プログラムの活性化を通して起きる。C.elegansではアポトー
 シスの誘導に関与する因子としてced-3,ced-4,ced-9などが同定され,哺乳動物においても,
 ced-9のホモローダとしてBc1-2が同定されている。しかし,アポトーシス因子としては,恐ら
 く哺乳動物でも線虫でも共通に保存されている未知の因子がさらにいくつか存在するはずである。
 そこで,本研究では,新たに確立したアポトーシス解析のためのinvitro実験系を利用して,
 1)未知のアポトーシス因子の精製と同定,2)新たに同定されたアポトーシス因子とBcl-2と
 の関係の解明,3)哺乳動物におけるアポトーシス調節機構に関するモデルの提唱を目指した。
 方法および結果
 1)HL60細胞抽出液(100,000xg上清)とハムスター核画分を組合わせ,CPP32[acysteine
 proteaserelated七〇theinterleukin一β一convertingenzymefamily(caspase-3)]活性化と
 DNA断片化を指標としたアポトーシス反応解析のための無細胞実験系を確立した。この実験系
 では,dATPの存在によりアポトーシス・プログラム,すなわちCPP32活性化とDNA断片化
 が誘発される。
 2)上記無細胞実験系においてHL60細胞抽出液中のアポトーシス反応開始に関与する因子の単
 離を試み,様々な方法で検討の結果,CPP32の上流で働く因子の一つとしてシトクロム。が同
 定された。
 3)Bcl-2は主にミトコンドリア外膜上に局在し,その過剰発現はアポトーシスを防止すること
 が知られているが,その作用機構については不明な点が多い。一方,上記のように細胞質画分中
 に遊離したシトクロム。はアポトーシスの開始に必要であるが,通常シトクロム。はミトコンド
 リアの膜間腔に局在するので,Bcl-2との間の相互作用やそのアポトーシスとの関連性が注目さ
 れる。そこで,これらの点を解明するため,HL-60細胞にヒトBcl-2cDNAを導入した細胞
 (Bcl-2細胞)とネオマイシン耐性遺伝子を導入した対照細胞(neo細胞)の2つの細胞株を作成
 し,これらの細胞にスタウ・スポリンなどの薬物によるアポトーシスを誘発させ,ミトコンドリ
 ア画分および細胞質画分の変化を解析した。その結果,以下のような成果が得られた。
 ①アポトーシスが進行中の細胞(neo細胞)では,細胞質画分中のシトクロム。増加とこれに
 対応したミトコンドリアのシトクロム。減少がみられた。また,これらの変化より少し遅れて
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 CPP32の活性化が観察された。一方,Bc1-2過剰発現細胞(Bcl-2細胞)では,上記の変化は見
 られなかった。
 ②アポトーシスの際のミトコンドリア膜脱分極はBc1-2過剰発現により抑制されることが知ら
 れている。そこで,アポトーシス誘発時のミトコンドリア膜電位を調べたところ,neo細胞での
 みシトクロム。遊離よりもかなり遅れて膜電位の低下が見られた。
 ③HeLa細胞100,000xg上清は,遊離したシトクロム。を抗体で除去すると,無細胞系におけ
 るアポトーシス開始活性を失った。しかし,この活性はホロシトクロム。添加により回復した。
 また,neo細胞およびBc1-2細胞のミトコンドリア画分を低張緩衝液中でインキュベートして得
 られた上清をシトクロム。除去HeLa細胞上清に添加したところ,neo細胞ミトコンドリア上清
 はdATP存在下でのCPP32の活性化能を回復させたが,Bcl-2細胞ミトコンドリア上清にはシ
 トクロム。がほとんど遊離せず,その添加では回復が見られなかった。なお,CPP32活性化に
 は,ミトコンドリア上清のほかに,細胞質画分中に存在する他の何らかの因子を必要としていた。
 考察および結論
 1)本研究では,アポトーシス因子の一つとして新たにシトクロム。が同定され,呼吸鎖のほか
 にアポトーシス過程でも働くというシトクロム。の新しい役割が明らかにされた。
 2)Bc1-2は基本的には抗アポトーシス作用を持ち,既にBc1-2がアポトーシスの制御に重要で
 あることを示唆する多くの報告がある。本研究によって,アポトーシス防止におけるBc1-2の役
 割の一つは,ミトコンドリアからのシトクロム。の遊離を抑制することにある可能性が示された。
 3)本研究の結果,アポトーシスの初期段階における変化は主としてミトコンドリア外膜で起こ
 り,内膜はあまり変化しないことが示された。これはアポトーシスの初期段階ではエネルギー産
 生系には異状が見られなかったというこれまでの報告と一致している。
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 審査結果の要旨
 アポトーシスは生体の正常な発生・発達過程や癌,神経変性疾患などの病変において重要な役
 割を果たしており,細胞内自殺プログラムの活性化を通して起きる。アポトーシスの誘導に関与
 する因子として,C.θ♂θgαπsではced-3,ced-4,ced-9などが同定され,哺乳動物でもced-9の
 ホモローダとしてBcl-2が同定されている。しかし,哺乳動物でも線虫でも共通に保存されてい
 る未知のアポトーシス因子が,さらにいくつか存在するのではないかと考えられる。そこで,申
 請者は,本研究において,①未知のアポトーシス因子の同定,②新因子とBcl-2との関係の解
 明,さらに,③哺乳動物のアポトーシス調節機構に関するモデルの提唱を試みた。
 最初に,HL60細胞抽出液とハムスター核画分を組合わせ,dATPの存在により誘発されるア
 ポトーシスの過程を,CPP32活性化とDNA断片化を指標として解析する無細胞実験系を確立
 した。次いで,この実験系を用いて,HL60細胞のアポトーシス反応開始に関与する因子の単離
 を試み,ミトコンドリアから細胞質画分中に遊離したシトクロム。が,CPP32より前の段階で
 働く因子の一つであることを明らかにした。一方,Bc1-2は主にミトコンドリア外膜上に局在し,
 その過剰発現はアポトーシスを防.lkすることが知られていたので,その作用機序やミトコンドリ
 ア膜間腔に局在するシトクロム。との関連性に注目し,以下のような解析を行った。即ち,
 HL-60細胞にヒトBcl-2cDNAを導入した細胞(Bc1-2細胞)とネオマイシン耐性遺伝子を導入
 した対照細胞(neo細胞)の2つの細胞株を作成し,これらの細胞にスタウロスポリンなどによ
 るアポトーシスを誘発させ,ミトコンドリア画分および細胞質画分の変化を解析した。その結果,
 アポトーシス進行中の細胞(neo細胞)では,細胞質画分シトクロム。の増加とこれに対応した
 ミトコンドリア・シトクロム。の減少がみられ,これらの変化より少し遅れてCPP32の活性化
 が観察された。しかし,Bc1-2過剰発現細胞(Bc1-2細胞)では,これらの変化は見られなかっ
 た。また,アポトーシスの際にみられるミトコンドリア膜脱分極はBcl-2過剰発現により抑制さ
 れることが知られていたが,neo細胞で検討の結果,アポトーシス誘発時のミトコンドリア膜脱
 分極は,シトクロム。遊離よりもかなり遅れて起こる現象であることが知られた。さらに,
 CPP32活性化にはシトクロム。以外の細胞質画分中の何らかの因子の存在も必要ではあったが,
 アポトーシス過程へのシトクロム。の関与は,抗体によるシトクロム。除去実験や精製ホロシト
 クロム。あるいはneo細胞ミトコンドリア画分低張処理上清(遊離シトクロム。を含む。Bcl-2
 細胞ミトコンドリアではシトクロム。がほとんど遊離しない。)の再添加実験等により実証され
 た。
 以上のように,本研究の成果は,アポトーシス因子の一つとして新たにシトクロム。を同定し,
 同時にアポトーシス防止におけるBci-2の役割の解明に大きな一歩を踏み出したものであり,プ
 ログラム細胞死の研究発展に大いに貢献するものである。故に,本論文は学位にト分に値するも
 のと判断される。
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